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　　　　　　　　　　　　　　　　　論文内容の要　旨
　ネコの染色体に関する研究はWiniwarter（1909）らにより、生殖細胞を試料とした核型分析が試みられ、
その染色体数は38であると報告されて以来、ヒトの染色体に関する研究経過とともに多くの報告がみられる。
　しかし、日本産ネコについては、国際レベルにおける核型あるいは染色体微細構造の解析など、細胞遺伝
学的な研究報告あるいは染色体異常と疾患との関連に関する獣医学的な研究は比較的少ない。
　筆者は、日本産ネコの染色体を用いて、細胞遺伝学的に次の事項について研究を行った。
　1．ネコ染色体に関する文献的考察：B本産ネコ染色体を用いた研究を始めるにあたり、主としてネコ染色
体に関する研究経過について文献的な考察を行った。その結果、ネコ染色体に関する研究は、次のようにヒ
トの染色体の研究に相似した経過を辿っていることがわかった。
　　1）染色体研究の草創期における1882－1950年代では、性腺細胞を試料に用いた：固定切片法による古典的
　　な染色体の形態的研究の時代であった。
　　2）1950－1960年代では、固定切片法から脱皮し、組織および血液培養法やコルヒチン低張液前処理など、
　新技術の導入による核型解析の時代であった。
　　3）1960－1970年代では、遺伝子工学、細胞工学および分子生物学領域の技術開発にともなう染色体異常
　　と、それに関連する疾患遺伝子解析など、細胞遺伝学的研究の時代であった。
　　4）1970－1980年代では、各種分染法の開発にともなう染色体微細構造解析の時代であった。
　　5）1980年以降では、遺伝子マッピングによる遺伝子座位の決定およびゲノム計画の時代となり、今日に
　至っている。
　2．日本産ネコを用いた染色体の核型：ネコ染色体検出技術の国際水準化を目標に、染色体標本を作製する
至適条件と国際的な分類法に基づく染色体の核型について検討した。染色体解析のための血液培養条件の設
定は、正常な日本産ネコの末梢血液を試料とした場合、分裂刺激剤にPHA・Mを用い、血清濃度は20％が最適
であり、コルセミドの最終濃度は、0．05μg／mlが最良の培養条件であることが確認された。なお、末梢血液
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の培養前の保存時間は、5℃で24時間以内であれば、良好な培養結果が得られた。染色体標本作製時の温度は
22℃、湿度は60％以上に保つことが必要であった。
　上述の培養法によって正常なネコの末梢血液を培養し、遠心処理後に低張処理、細胞固定を行うと共に細
胞数を調整して、スライド上で自然乾燥を行い、染色体標本を作製した。この染色体標本により、ネコ核型
国際標準貧類法であるSan　Juan　Systemに従い、日本産ネコを用いて染色体の核型を提示した。
　すなわち、正常な日本産ネコを用いた染色体の核型は、A群（大型次中部着糸型）、　B群（大型次端部着糸
型）、C群（大型中部着凹型）、　D群（小型次端部一次中部着帯型）、　E群（小型中部着糸型）、　F群（端部着糸
型一アクロセントリック型）、X染色体（中型次中部着糸型）、　Y染色体（小型アクロセントリック型）に分類
され、常染色体は2n＝36であうた。また、性染色体は雌XX、雄XYで総数は2n＝38であった。
　また、各種の異常子（流産、早産、死産、口蓋裂、漏斗胸、無脳症など）を出産した家系の親ネコ9個体
（漏斗胸、無脳症など）を出産した家系の親ネコ9個体の染色体について検討した結果、正常な日本産ネコを
用いた染色体に比較して、特に差異は認められなかった。
　3．日本産ネコを用いた核小体（仁）形成部位の確認：染色体異常を識別する標識としてNOR染色法によっ
て核小体（仁）形成部位の検索を実施した。その結果は、次のようであった。
　　1）日本産ネコを用いた核小体（仁）形成部位（NOR）は、サテライトを有するE1染色体の才腕で確認
　　された。E1染色体には顕著な二次狭窄が観察され、この部位にNORバンドが検出された。
　　2）NORバンドの大きさは、相同染色体間で異形対として認められた。この現象は、実験に供した個体
　のすべてに認められた。
　　3）Pearson（1979）らは、　NORバンドはE1染色体以外にも認められることがあると報告しているが、筆
　者の実験では日本産ネコを用いた核小体（仁）形成部位は、E1染色体の平門以外には検出できなかった。
　　4）E1染色体に検出されたNORバンドは異形性を示し、個々の染色体のNORバンドは大小さまざまで類
　抄したパターンはほとんど認められなかった。
　4．日本産ネコを用いたrDNA座位の確認：E1染色体上のrDNA座位を顕微鏡下で検出できた。検出は、ヒト
由来のrDNAをプローブとして、　FISH法によって実施した。結果は次のようであった。
　　1）E1染色体上のrDNA座位は、顕微管下でE1染色体短甲の二次狭窄部位に明瞭なスポットとして確認さ
　れた。
　　2）NOR染色法によって確認された核小体（仁）形成部位は、　FISH法によって検出されたrDNA座位とす
　べて一致した。
　　3）E1染色体上のrDNAのシグナルは、相同染色体対隅で異形性を示した。
　　4）rDNAのシグナルは、分裂中期染色体のみならず、染色体の早期細胞核にも検出された。
5．日本産ネコを用いた染色体テロメァ配列の決定：ヒト由来のAll　Human　Telomeresをフ。ローブとして、
FISH法を用いて染色体上のテロメア配列の検出を試みた結果、次のようであった。
　1）ヒト由来のテロメア反復配列をプローブとして、日本産ネコを用い左染色体末端部にテロメアシグナ
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ルが明瞭なスポットとして検出されたことから、日本産ネコを用いたテロメア配列は、染色体末端部に
のみ存在することが明らかにされた。
2）日本産ネコを用いた染色体上のテロメアシグナルスポットの蛍光強度には強弱があり、染色体間に差
異が認められた。また、染色体の相同対間に蛍光強度の異なったシグナルスポットが存在した。
3）分裂中期の染色体のみならず、分裂間期細胞核にもテロメアシグナルが鮮明に検出された。
　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨
　染色体（ChromOSQme）は、細胞の核内にあって染色質から形成され、細胞の分裂増殖に主役をなし、性
を含む遺伝形質の決定に不可欠な役割を果す。染色体の数は生物の種類によって一定しておりヒトでは46、
サル48、ウマ60、ネコ38、マウス42などである。また、病的な細胞では、染色体の数や形が性細胞や正常体
細胞の染色体とは異なることがあることから、医学的にはさまざまな疾病の診断や治療に応用されている。
　ネコの染色体に関する過去の研究は、おおむねヒトの染色体に関する研究に追従しているが、日本産ネコ
を用いての詳細な研究報告はあまりみられないことから、筆者は、ネコの染色体に関する歴史的な背景を文
献的に考察したうえで、これまであまり報告のみられなかった日本産ネコを用いた場合の核型、核小体（仁）
形成部位、rDNA座位ならびに染色体のテロメア配列などについて細胞遺伝学的な研究を行った。
第1章　ネコ染色体に関する文献的考察
　染色体に関する過去の研究成果について歴史的な背景を文献的に考察したところ1882－1950年代の染色体
研究の草創期では、固定切片法による染色体の形態的な研究が行われ、次世代の10年間では組織および血液
培養あるいはコルヒチン低張液前処理法などによる核型解析が行われた。そして1960－1970年代には、遺伝
子工学、細胞工学および分子生物学などによって細胞遺伝学的な研究が行われた。さらに次世代の10年間で
は、分染法の開発によって染色体の微細構造が解析された時代であり、1980年以降では、遺伝子マッピング
による遺伝子座位の決定およびゲノム計画の時代となり、今日に至っている。そしてネコ染色体に関する研
究もこれらの研究経過に追従した形で報告されているが、日本産ネコに関しては詳細な研究報告が少ないこ
とから、筆者は日本産ネコに関して、これまで報告されていない詳細な部分に着眼して次の研究を行った。
　第2章　日本馬ネコを用いた染色体の核型
　ネコ染色体の検出技術を向上させる目的で、ネコの血液培養法の改善を試みた。すなわちネコの末梢血液
を試料とし、分裂刺激剤としてPHA－M、血清濃度20％、コルセミド濃度（LO5μg／m1が最良の培養条件であり、
末梢血液の保存時間は、5℃で24時間、染色体標本作製時の温度は22℃、湿度は60％以上に保つ必要があるこ
とを確認した。培養血液を遠心処理後に、低張処理ならびに細胞固定を行って染色体標本を作製した。この
染色体標本により、ネコ核型国際標準分類法であるSan　Juan　Systemに従い、日本産ネコを用いて染色体の核
型を提示した。すなわち、正常な日本産ネコを用いた染色体核型は、A、　B、　C、　D、　E、　F、　X染色体ならび
にY染色体に分類され、常染色体は2n＝36であり、性染色体は雌XX、雄XYで、総数は2n＝38であることが確
認された。
　各種の先天性奇形の異常子を出産した家系の親ネコ9個体の染色体について、同様の方法で核型を比較した
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結果、正常な日本産ネコを用いた染色体に比較して、異常は認められなかった。
第3章　日本産ネコを用いた核小体（仁）形成部位（NOR）の確認
　日本産ネコを用いた染色体異常を識別する標識として、NOR染色法によって核小体形成部位を検索をした。
　その結果、日本産ネコを用いた核小体形成部位は、サテライトを有するE1染色体の短腕で確認され、　E1染
色体には顕著な二次狭窄が観察された。そしてこの部位にNORバンドが検出された。この場合のNORバンド
の大きさは、すべての個体で異形対として認められた。また、過去の報告では、NORバンドはE1染色体以外
にも認められたとしているが、筆者の実験結果では、E1染色体の短腕以外には検出されなかった。さらに、
E1染色体で検出されたNORバン．ド度は異形性を示し、個々の染色体のNORバンドは大小さまざまであった。
　第4章　日本産ネコを用いたrDNA座位の確認
　ヒト由来のrDNAをプローブとして、　FISH法により日本産ネコを用いてrDNA座位を顕微鏡下で検出し、次
のような所見が得られた。E1染色体上のrDNA座位は、顕微鏡下でE1染色体短腕の二次狭窄部位で明瞭なス
ポットとして確認できた。また、NOR染色法によって確認された核小体形成部位は、　FISH法によって検出し
たrDNA座位とすべて一致した。さらに、　E1染色体上のrDNAのシグナルは、相同染色体対間で異形性を示し
たと同時に、rDNAのシグナルは、分裂中期染色体だけでなく、町田細胞核の染色体にも検出された。
第5章　日本町ネコを用いた染色体テロメア配列部位の決定
　ヒト由来のAll　Human　Telomeresをプローブとして、　FISH法で染色体上におけるテロメア配列の検出を試
みた結果では、日本産ネコを用いた染色体末端部に、テロメアシグナルが明瞭なスポットとして検出された
ことから、このテロメア配列は、染色体末端部に存在するものであることが明らかにされた。また、染色体
上のテロメァシグナルスポットの蛍光強度には強弱があり、染色体間に差異が認められた。さらに、染色体
の相同二間に蛍光強度の異なったシグナルスポットが存在し、分裂中期の染色体だけでなく、分裂間期細胞
核にもテロメアシグナルが鮮明に検出された。
　以上の研究成果は、ネコの染色体研究に関する歴史的な背景を文献的に考察したうえで、末梢血液培養法
を改≡善して実験を容易にし、日本産ネコを用いて染色体の核型を国際分類法で提示した新知見である。また、
核小体形成部位については、これまでの報告を確認した成績であった。日本産ネコを用いたrDNA座位の確認
では、ヒトとネコのrDNAの共通性を利用して、ヒト由来のプローブで日本産ネコを用いたE1染色体上の
rDNAを検出できた。このことは遺伝子を解析する上で役立つ知見である。さらに、日本産ネコを用いた染色
体のテロメア配列では、ヒト由来のテロメア反復配列をプローブとして、日本産ネコを用いたテロメア配列
が、染色体末端部にのみ存在することを明らかにした新しい知見である。
　これらの研究成果は、日本産ネコを用いた染色体について細胞遺伝学的に新しい一分野を開発したもので
あり、今後、獣医学とくに小動物分野において細胞遺伝学的な研究の発展に役立つ基礎的な研究であると考
えられ、博士（獣医学〉の学位を授与するに適した研究成果と判定する。
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